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HUMANER MONOKLONALER ANTIKGRPER 



Die Erfindung betrifft einen humanen monoklonalen Antikarper mitschwe- 
ren und leichten Kettenmolekulen, die jeweils einen von Antikorper zu An- 
tikorper konstant und einen von Antikorper zu Antikorper variabel aufge- 
bauten Bereich aufweisen, oder ein funktionelles Fragment davon. Des- 
weiteren sieht die Erfindung Verfahren zur Herstellung des Antikorpers vor, 
die Verwendung des Antikarpers zur Bekampfung von Tumoren, und ein 
Arzneimittel und ein Diagnostikum, welche den Antikorper enthalten. 

Die derzeitigen Verfahren zur Behandlung von Krebs umfassen eine ope- 
rative Entfernung des Tumors, Strahlehbehandlungen und Chemotherapie. 
Ein wesentlicher Nachteil jeder dieser Methoden -ist darin zu sehen, daB 
sie nioht spezifisch auT die Tumorzellen ausgerichtet sind. go kann es bei . 
einer operativen Entfernung beispieisweise vorkommen, daii nicht der 
ganze Tumor erfalSt wird, was dazu fuhrt, daB sich ein neuer Tumor ent- ■ 
wickelt und gegebenenfalls Methastasen gebildet werden, die sicn an 
weiteren Stellen im K6rper festsetzen. Bei der Behandlung von Tumoren 
mit Strahlen oder chemotherapeutischen Mitteln fQhrt die fehlende Selekti- 
vitat haufig dazu, da(i auch gesunde Zellen durch die eingesetzten Mittel 
geschadigt werden. Die nachteilige Folge hiervon ist, daB die Dosen an 
Strahlung oder bhemischen Wirkstoffen nicht so hoch gewahlt werden 
konnen, daB sie alle Krebszellen abteten. Ein wesentlicher Teil der heuti- 
gen Krebsforschung zieit<iaher darauf. ab, effektivere und insbesondere 
selektiv wirkende Verfahren und Mittel zur Bekampfung von Tumoren zu 
fmden. 

Wie immunologische Studieh gezeigt haben, ist auch dann, wenn das Im- 
munsystem maligne Zellen nicht wirksam bekampfen kann, eine zellulare 
und humorale Aktivitat meBbar. Diese Aktivitat reicht jedoch nicht aus, um 
die Tumorzellen zu zerstoren. Ein vielversprechender Ansatz zur Be- 
kampfung von Tumoren ist daher, von der Immunantwprt des Patienten 
stammende Antikorper zu isolieren, geeignet zu vermehren und therapeu- 
tisch einzusetzen., 



Ein Verfahren nach dem Stand der Technik, das diesen Weg beschreitet, 

T 

ist unter dem Namen hfybridoma-Technik bekannt. Es beruht auf der In- 
Vitror-Gewinnung von zellularen Hybriden, die durchZellfusion von norma- 
len Lymphocyten mit unbegrenzt lebens- u. teilungsfahigen Myelomzellen 
gewonnen werden. Die hierbei erzeugten Hybridom-Zellen weisen die Ei- 
genschaften beider Elternzellen auf. Dementsprechend besitzen sie die 
Fahigkeit der Lymphozyteri, Antikorper zu produzieren, und die Fahigkeit 
der Mylomzelle zur unbegrenzten Teilung und damit zur Produktion der 
Antikorper in gro(ien Mengen. 

Jede aus der Fusion resultierende Hybridzelle stellt monoklonale Antikor-" 
per her, dessen Spezifitat von der ursprunglichen Lymphozyten-Zelle be- 
stimmt wird. Die Hybridom-Zellen werden vermehrt und dann diejenigen 
selektiert, welche Antikorper der gewunschten Spezifitat produzieren. Die 
Kultivierung dieser Auswahl und deren Isolierung fuhrt zu hochspezifisch 
reagierenden Antikorpern, welche nur mit einer bestimmten antigenen 
Determinante reagieren. Monoklonale Antikbrper, welche spezifisch an 
Antigehe von Tumoren binden, eroffnen daher vielversprechen.de Moglich- 
keiten fur Diagnose und Therapie von Tumorzellen. 

Zur Verbesserung der Verfahren und Mittel im Kampf gegen Krebs besteht 
daher der Bedarf an derartigen monolonalen Antikorpern. Aufgabe der 
vorliegenden Erfindung ist es, einen humanen monoklonalen Antikorper, 
Verfahren zu dessen Herstellung und aus dem Antikorper abgeleitete 
Dignostika und Arzneimittel anzugeben, die eine hohe Spezifitat fQr Anti- 
gene verschiedener Tumore aijfweisen und sich daher fur eine tumorspe- 
zifische Therapie und Dignose gut eignen.. • 

ErfindungsgemafJ wird diese Aufgabe hinsichtlich des monoklonalen Anti- 
korpers dadurch gelost, daR 



wenigstens eine variable Region der leichten Ketten substanziell je- 
weils die in Anlage 2 und/oder der schweren Ketten substanziell je- 



* weils die in Anlage 1 wiedergegebene Aminosaure-Sequenz aufwei- 
sen. . 

Aus chemischer Sicht sind Antikorper Immunglobulin-Molekule. Diese Mo- 
lekQIe weisen jeweils zwei identische leichte und zwei identische schwere 
Ketten auf, die durch Disulfid-Brucken miteinander verbunden sind. Jede 
der Ketten enthalt eine Region yon etwa 110 Aminosauren mit variabler 
Sequenz, wahrend der verbleibende Rest jeder Kette einen Bereich mit 
konstanter Sequenz aufweist. Die variablen Regionen von leichter und . 
schwerer Kette ihrerseits umfassen jeweils mehrere hypervariable Regio- 
nen, welche fur die Bindung der Antigene verantwortlich sind. Die spezielle 
1 Ausbildung der hypervariablen Regionen bestimmen daher die spezifi- . , 
schen Eigenschaften des Antikorpers. 

VVie klinische Tests belegen, begrundet die AusbildUng der genannten va- 
riablen Bereiche des erfindungsgemaSen Antikorpers gemaR'der angege- 
benen Aminosauren-Sequenz eine hohe spezifische Wirksamkeit gegen- 
uber den Antigenen der untersuchten Tumorzellen. Da die auf Tumorzellen 
auftretenden Antigene auf Normalzellen nicht vorhanden sind, zeigen vor- 
liegende Antikorper gegenuber normalen Zellen erwartungsgemalS keine 
oder nur geringe Bindung. 

Erfindungswesentlich ist die substanzielle Gleichheit einer der variablen 
Regionen der leichten oder der schweren Ketten mit der erfindungsgema- 
fcen Sequenz. Die substanzielle Gleichheit bedeutet dabei ei.ne uberwie- 
gende Gberelnstimmung der genannten Bereiche. Geringfugige Modifika- 
tionen oder Substitutionen der Ketten sirid in vorliegender Erfindung mit 
eingeschlossen, sofern der monoklonaie Antikorper oder der funktionelle 
. Teil davon tumorspezifische Eigenschaften beibehalt. 

Tumorspezifische monoklonaler Antikorper nach dem Stand der Technik 
betneffen in der uberwiegenden Zahl der Falje von Mausen hergeleitete 
Antikorper. Jene Antikorper weisen in nachteiliger Weise jedoch eine stark 
eingeschrankte Einsatzmoglichkeit auf, da Mausantikorper bei Anwendung 
auf den Menschen durch dessen Immunsystem als Fremd-protein erkannt 




und neutralisiert werden konnen noch bevor sie ihre therapeutische Wir- 
kiing entfalten. 

Die Erfindung geht demgegenuber von humanen monoklonalen Antikor- 
pern aus, welche diese Beschrankungen bei Einsatz in der Humanmedizin 
nicht aufweisen. Diese Antikorper weisen Sequenzen der hypervariablen. 
Kettenbereidhe auf, die substahziell denen von menschtichem Immunglo- 
bulrn entsprechen. Die Antikorper konnen daher nach Erkennung der De- 
terminanten bder Epitope der ihnen entsprechenden Antigene ungehindert 
an den betreffenden Zellen anbinden, ohne daft eine Abwehrreaktion des 
Immunsystems erfolgt. Bei einer Koppiung der erfindungsgemaften Anti- 
korper mit diagnostischen und th^rapeutischen Mitteln sind vorliegende 
Antikorper somit in vorteilhafter Weise zur Fruherkennung und effektiven 
Behandlung von Tumoren unterschiedlicher Art geeignet 

Bei der Losung der Aufgabe hinsichtiich des Herstellungsverfahrens wird 
vorgeschlagenen, die. humanen monoklonalen Antikorpers vorzugsweise' 
mittels der Hybridoma-Technik zu erzeugen. GemalS einem Merkmal der 
Erfindung werden hierzu B-Lymphozyten aus eihem lymphatischen Organ, 
vorzugsweise. der Milz oder des Lymphknotens, eines Karzinom-Patienten. 
entnommen. Diese Lymphozyten sind infolge des vorhandenen Karzinoms 
zur Bildung derjenigen Antikorpern stimuliert, welche spezi.ell auf die Anti- 
gene der vorliegenden Tumorzelien reagieren. 

Die Lymphozyten werden in vitro jeweils mit einer Myelom-Zelle fusioniert. 
GemaS vorliegender Erfindung werden hierbet die Heteromyelomzellen' 
HAB-1 sowie deren Subklone verwendet. Die Heteromyelomzelle HAB-1 
ist spezifiziert in der Literatur Faller, G et a)., HAB^-1, BrJCancer 62, 595-8 
(1 990). GleichermafJen konnen Subklone der HAB-1 -Zelle Verwendung • 
finden, die als HAB-1 .X bezeichenbair sind. Die entstandenen Zellklone 
besitzen wie die originaren B-Lymohozyten die Eigenschaft, Antikorper zu 
produzieren. Die Spezifitat dieser Antikorper wird dabei durch die ur- 
sprungliche Lymphozyten-Zelle bestimmt. In vorliegendem Fall bedeutet 
dies, daS auch die von den Zellklonen produzierten Antikorper mit* den 
Antigenen des speziell vorliegenden Tumors korrespondieren. Nach Se- 
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lektion derjenigen Zellen, die jeweils Antikorper der gewunschten Spezifitat 
synthetisieren, werden diese Zellen kultiviert und dabei von jeder der Hy- 
• bridzellen jeweils monoklonale Antikorper in unbegre'nzter Menge produ- 
ziert. - 

Gemafi. einem Merkma! der Erfindung werden bei dem vorgeschlagenen 
Verfahren insbesomdere Lymphozyten von Patienten entnommen, die ein 
Karzinorrrdes , 

Magen ' 

Dickdarm 
• - Lunge ; 

Bauchspeicheldru.se 

Speiserohre 

Prostata 
- • Brust 
aufweisen. 

Neben einer Herstellung der vorliegenden humanen monoklonalen Anti- 
korper durch die Hybridoma-Technik schlieftt die Erfindung auch andere 
Herstellungsmethoden ein. Vorgeschlagen wird, insbesondere bei der 
Herstellung kleinerer funktioneller Fragmente, die direkte Synthase mittels , 
der dem Fachrnann bekannten Rekombinanten-Methode oder der Her- 
stellung mittels der bekannten Phagenbankmethode (phage display). 

J 

Die Vermehrung erfolgt unter Anwendung der bekannten Polymerase 
Ketten Reaktion (Polymerase chain reaction = PCR). 

Das PCR-Verfahren ist'dem Fachrnann bekannt, beispielsweise aus dem 
'US-Patent 4,683,195. Es dient der gezielten Vervielfaltigung eines spezifi- 
schen DNA-Fragments und wird mit Vorteil dann angewandt, wenn DNA- 
Abschnitte nur in geringen Spuren yorliegen. Das Verfahren ermoglicht, 
eine bekannte DNA-Sequenz unter einer Vielzahl ahnlicher Sequenzen zu 
erkennen und in vitro in kurzer Zeit stark zu vermehren. Hierbei kann eine 

spezielle DNA-Sequenz innerhalb einer Zeitspanne von ca. 3 h etwa 

i 

1 0O.OOOfach vervielfaltigt werden. 
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Bei Anwendung des vorliegenden Verfahrens zur Herstellung der erfind- 
nungsgermalien monoklonalen Antikorper, oder von funktionellen Frag- 
mentes davon, wird RNA der Hybridomzellen, die tuhriorspezifische mono- 
klonale Antikorper produzieren, in vitro mittels reverser Transcriptase in 
komplementare doppelstrangige cDNA umkopiert. Anschlieliehd wird die 
cDNA, welche funktionelle Fragmente der variablen Bereiche der leichten. 
und schweren Ketten enthalt, mittels PGR vervielfaltigt. Die PCR-Produkte 
werden gereinigt, extrahiert und anschlie&end kloniert. 

Der Aufbau des konstanten Bereichs der schweren Kette eihes Antikorpers 
bestimmt dessen Isotyp und legt die. Effektor-Funktion des Antikorpers fest. 
Bei Immunglobulin besteht die konstante Region der schweren Ketten aus 
einer der funf in der Litenatur mit n, y, 5; a oder e bezeichneten Sequenzen, 
die konstante Region der leichten Ketten aus einer der Sequenzen k oder 
X. Der unterschiedliche Aufbau der schweren Ketten fuhrt zu den funf Im- 
munglobilin-Klassen IgAJgD, IgE, IgG und IgM. Die Antikorper gem§li 
vorliegender Erfindung gehoren in de'r 'Regel der Klasse IgM an, wobei 
sowohl leichte Ketten der.Klasse X als auch k auftreten konnen. Ebenso ist 
eine Ausbildung des Antikorpers gemali Klasse lg<3 vorgesehen. 

Die Erfindung umfafit monoktonale Antikdrper als auch funktionelle Frag- 
mente dgvon. Dabei ist die Funktiohalitat der gehannten Fragmente da- 
durch gekennzeichnet, dali sie Eigenschaften des Antikorpers aufweisen. 
Diese konnen beispielsweise darin besitehen, dali sie eine Bindungsfahig-' 
keit gepenuber Antigenen oder eine Spezifitat fur Tumorzellen besitzen, 
oder aufgrund des Aiifbaus ihres. konstanten Bereichs eine Effektor- 
Funktion aufweisen. Gemali einem Merkmal der Erfindung sind insbeson- 
dere Fragmente einbezogen, welche gemali bekannter Nomenklatur (z.B, 
Cell Biophysics, 22.(1993), S. 189 - 224) einer der Gruppen 

■ 

V L , V Hl Fv, Fc, Fab, Fab", F(ab') 2 
angehSren. Dabei umfafct die Gruppe 
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V L Fragmente, welche den variablen oder den variablen und konstan- 

ten Bereich der leichten Ketten einschlielien 
' V H Fragmente, welche den variablen Bereich oder den variablen und . 

. den konstanten Bereich der schweren Ketten einschliefcen 
Fv Fragmente, welche die variablen Regionen der schweren und der 

leichten Ketten oder Teile davon einschlieBen 
Fc ; Fragmente, welche die konstanten Regionen der schweren Ketten 

oder Teile davon einschlieBen ... 
Fab Fragmente, welche grofter als die Fragmente der Gruppe Fv sind 
Fab 1 Fragmente, welch gr6lier als die Fragmente der Gruppe Fab sind 
F(ab')2 Fragmente, welche die variablen Bereiche beider schwerer und 

beider leichter Ketten oder Teile davon enthalten und optional die 

ersten kdnstanten Bereiche beider schweren Ketten oder Teile . 

davon. . .. 

D.urch Verwendung der genannten Fragmente ist es moglich, spezielle 
Anforderungen fur bestimmte Anwendungen zu realisieren. Eine Anpas- 
sung der Eigenschaften des Xntikorpers oder dessen funktioneller Frag- 1 
mente lalit sich gemaS einem Merkmal der Erfindung auch dadurch 'errei- 
chen, dalS ein^elne Aminosaure-Gruppen substituiert und/oder hinzugefugt 
und/oder entfernt sind! Eingriffe dieser Artfuhren dazu/dali bei3pielsweise 
die Stabilitat oder die Selektivitat des Antikorpers bzw. dessen funktioneller 
Fragmente modifiziert werden, dessen. globalen Eigenschaften, wie bei- ■ 
spielsweise die Bindungsfahjgkeit gegenuber Tumor-Antigenen, jedoch 
erhalten bleiben. 

Die Antikorper bzw. deren funktionelle Fragmente gemalS vorliegender 
Erfindung konnen mit weiteren Wirkstoffen verbunden werden. Durch eine 
Ankopplung derartiger Substanzen werden die Anwendungsbereiche des 
vorliegenden Antikorpers wesentlich erweitert. Insbesondere lassen sich 
die humanen monoklonalen Antikorper gemafc vorliegender Erfindung 
hierdurch fur diagnostische Verfahren zum Nachweis von Tumorzelleh und 
fur therapeutische Verfahren zur Bekampfung von Tumorzellen einsetzen. 
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Gemafc einem Merkmal der Erfindung sind insbesondere folgende Sub- 
stanzen vorgesehen: 

eine radiaktive Substanz, 

- ' und/oder ein Farbstoff, 

und/oderein Enzym, 
• * 

und/oder ein Immunotoxin, 
und/oder ein Wachstumshemmer, 

wobei diese Wirkstoffe 

zum qualitativen oderquantitativen N.achweis, 

zur Ve.rringerung der Proliferation, 

zur Erzeugung der Apoptose 

zur Vermeidung yon Metastasenbildung 

von Tumorzelfen dienen konnen. * 

Der Nachweis von Tumorzellen wird haufig mit dem Fachleuten unter dem 
Namen Immunoassay bekannten Verfahren gefuhrt, dessen Grundlage die 
Antigen-Antikdrper-Reaktion ist. Urn aus dieser Reaktion quantitative Aus- 
sage gewinneh zu konnen, wird der Antikorper gemali vorliegender Erfin- 
dung mit einer gut nachweisbaren Markierungssubstanz gekoppelt. Sub- 
stanz und Kopplung sind dabei so gewahlt, da(i die immunologischen Ei- 
. genschaften der Komponenten weitgehend erhalten bleiben*. Die bekann- 
testen Immunoassays sind Radioimmunoassay, Enzymimmunoassay und 
Fluoreszenzimmunoassay. Im Ergebnis ermqglichen die an die Antikorper 
apgekpppelten diagnostischen Substanzen empfindliche und zuverlassige 
Verfahren zur Fruherkennung von Krebs. 

Die geinannten cytotoxischen Substanzen zielen auf eine Verminderung 
der Lebens- oder Teilungsfahigkeit der Tumorzellen. Sie bewirken alterna- 
tiv eine Unterdruckung der DNA-Synthese,- UnterdrQckung der Zellteilung, 
Apoptose der Zellen oder einen nicht apoptotischen Zelltod. Sie bringen 




damit das Wachstum von Tumorzeilen zum Stillstand oder bringen Tumor- 
zellen zum Absterben. 

Durch Kopplung der genannten Substanzen mit den selektiv gegen Krebs- 
zellen wirksamen Antikorpern gemali vorliegender Erfindung lassen sich 
somit gezieit Tumdre unterschiedlicher Art wirkungsvoll bekampfen. Die 
Erfindung sieht hierbei insbesondere 
die Diagnose 

- und/oder Proptiylaxe 

- und/oder Therapie 
folgender Tumore vor: 

Karzinom des Dickdarm, der Bauchspeicheldruse, der Prostata, 
1 ' der Gebarmutter, der Eileiter, der Nebenniere und/oder der 
Lunge, • • 

- Plattenepithelkarzinom der Speiserohre oder der .Lunge 
Magen-Karzinom : 

duktales Karzinom der Brust 

» . • 

Schlielilich umfalit vorliegende Erfindung auch .ein Arzneimittel und ein . 
Diagnostikum, die jewei.ls dadurch gekennzeichnet sind, 6aQ> deren Wirk- 
stoffe den genannten monoklonalen Antikorper oderfunktionelle Frag- . 
mente davon enthalteh. Die genannten Mittel enthaiten in der Regel weite- 
re Zusatzstoffe, wie physiologische Losungen, Losungsmittel, Glycole, Ole 
oder dergl. im Stand der Technik bekannte Substanzen. 
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METHODEN, BEISPIELE UNP EINZELHE1TEN 



Antikorper PM-2 
Schwere Kette (VH) 



Aminosaure-Sequenz 
siehe Anlage 1 

DNA-Sequenz 
siehe Anlage 1 

Leichte Kette (VL) 



Aminosaure-Sequenz 
siehe Anlage 2 ; 

DNA-Sequenz 
siehe Arilage 2 
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Methode.1: 

Immortalisierunq von Lvmphozvten und Primartestung der Antikorper 

. Zur Immortalisierung werden die Lymphozyten miteiner Variante des He- 
teromyeloms HAB-i nach Standardprotokoll fusioniert und kultiviert. Kurz 
zusammengefalit, Lymphozyten werden mit HAB-1 Zellen mittels PEG 
verschmolzen. Die Triome werden auf yier 24-Lochplatten ausgesat. Die 
durchschnittliche Wachstumsfrequenz betragt 80-90%, 50% der wachsen- 
den Klone sezernieren Immunglqbuline. 

Die erste Austestung der sezernierten humanen monoklonalen Antikorper . 
erfolgt im ELISA, um den Isotyp zu ermitteln. Der nachste Test ist eine 
immunhistochemische Farbung auf Cryoschnitten des autoiogen Tumors. 

Benotigte Medien: 

7 RPMI 1640 (Firma PAA) ohne Zusatze 

RPMI 1640 mit HAT-ZUsatz (HAT-Suppilement,. Firma : PAA) sowie 
*10 d /o FCS, 1% Glutamin und 1% Penicillin/Streptomycin 

Immortialisierung: 

- HAB-1 (Fusionspartner) zweimal mit RPMI ohne Zusatze waschen 
zentrifugieren 5 min bei 1500 U/min 

- ' eingefrorene Lymphozyten (aus Miiz oderLymphknoteri) auttauen und 

zweimal mit. RPMI ohne Zusatze waschen, ebenfalls zentrifugieren 
beide Pellets jeweils in 10 ml RPMI ohne.Zusatz aufnehmen und in. der 
Neubauer-Zahlkammer zahlen 

- im Verhaltnis von 1:2-1:3 HAB-1 zu Lymphozyten, fusionieren . 

die Zellpellets nach dem zweiten Waschvorgang zusammeh geben, 
mischen und 8 min bei 1500 U/min zentrifugieren 

- das zuvor bei 37 °C aufgewarmte PEG (Polyethylene Glycol 1500, 
. Firma Roche) vorsichtig tropfelweise auf das Pellet unter leicht rotie- 

renden Bewegungen des 50 ml Rohrchens laufen lassen 

leicht resuspendieren und dann genau 90 sek. im Wasserbad bei 37 

°C rotieren lassen 




danach wir das^PEG mit RPMI ohne Zusatze heraus gewaschen (zwei 

voile 10er Pipetten) 

zentrifugieren 5 min bei 1500 U/min 

- 24-Well-Platten ausplattieren mit 1 ml pro Well RPMI mit HAT-Zusatz 

- das Pellet losen in RPMI mit HAT-Zusatz 

r . jeweils einen halberi ml der Zellen in ein 24-Well pipettieren 
Fusionsplatten in den Brutschrank stellen 

- * wochehtlich Mediumwechsel mit RPMI mit HAT-Zusatz . 



Methode 2: 

Molekulare Charakterisierung der Antikorper ' 

Zur Sequenzierung der monoklonalen Antikorper wird cDNA aus gesamt 
RNA (RNAse Kit, Quiagen) von Triomen hergestellt (M-MLV reverse tran- 
scriptase, Gibco) f ArtschliefXend werderi die entsprechenden VH-Gene 
durch PCR-Amplifikation vervielfaltigt (Taq Polymerase, MBI-Fermentas). 
Die PCR-Produkte werden uber Gel-Elektrophorese gereinigt und extra- 
hiert. Nach dem Klonieren def PCR-Produkte (pCR-Script Amp SK+cloning 
kit, Stratagene) werden die positiven Klone sequenziert (DyeDeoxy Termi- 
nation Cycle sequencing kit, Applied BioSystems). Die Sequenzen werden 
mit Hilfe von Dnasis fur Windows, Genebank und V-Base Databases ana- 
lysiert(Vollmers et al M 1998). 



Immunhistochemische Charakterisierunq 

Antikorper, die mit dem autologen Tumor reagieren, werden auf einem 
Panel von Normaigeweben und Tumorgeweben im Immunperoxidase Test 
(Protokoll siehe unten) untersucht, um einen Oberblick uber die Reaktion 
des Antikorpers und die Verteilung des Antigens zu erhalten. 

Antikorper, die spezifisch mit den Tumorzellen reagieren und nicht mit ge- 
sundem Gewebe, werden weiter untersucht. Zunachst auf Tumoren des" 1 
gleichen' .Typs verschiedener Patienten, dann auf Tumoren anderer Orga- 
ne und schlieRlich auf Normaigeweben. Eine nahere Charakterisierung 
des Antikorpers und des Antigens erfolgt nur. wenn das Reaktionsmuster 
des Antikorpers auf eine zumindest eingeschrankte Spezifitat mit malig- 
nem Gewebe schlielien lalit; 

Immunperoxidasefarbunq auf Krvoschnitten und Cytospins 

- . Objekttrager (OT) ^ 

- OT's nach dem Schneiden miiidestens 2 h trocknen lassen 

- OT's 10 min in Aceton stellen 

- 30 min trocknen lassen 

- 3 x mit Tris-NaCI waschen und anschlielXend 5 min in Tris-NaCI 

stehen lassen 

- mit 100 jllI Milchpulver (3 % in PBS) absattigen fur 15.- 30 min 

- 3 x mit Tris-NaCI waschen ' 

- 100 jitl des jeweiligen 1 . Antikorpers: • 
-> fur negative Kontrplle RPM1 

fiir positive Kontrolie CK8 1:50 mit BSA/PB'S Oder CAM 5.2 
1:10 mit BSA/PBS (BSA 0,5 %ig in PBS) 

- 30 min inkubieren lassen 
. . - 3 x mit Tris-NaCI waschen 

- • 100 }i\ des jeweiligen 2. Antikorpers: 

-> Rabbit Anti Maus. Peroxidase konjugiert 
70 % PBS + 30%Humanserum + 1 :50 AK 
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-> Rabbit Anti Human IgM Peroxidase konjugiert 
70 % PBS + 30 % Kaninchenserum + 1:50 AK ■ 

- 30 min inkubieren lassen 

- 3 x mit Tris-NaCI waschen 
/ - OTs 10 min in PBS stellen 

- 1 DAB-Tablette und 1 H202-Tablette in 1 ml Leitungswasser losen 

- 1 00 jll! Substrat auf die OT's pipettieren. und fur 1 0 min inkubieren 
Igssen 

• - mit Aqua dest. spulen 

- OT's fur 5 min in Hamalaun stellen 

- 15 min flieSend wassern 

- OT's in Aqua dest. stellen und mit Glyceringelatine eindecken .' 



IMMUNPEROXIDA5EFARBUNG AUF PARAFFINSCHNITTEN 

Entparaffinierung: 

• Xylol 1 5 min 

• 'Xylol 2 5 min 

• 100%Ethanol1 5 min 

• 100%Ethanol2 5 min 

• Methanol (70ml) + H 2 0 2 (500mI) 5 min 

• . 90% Ethanol 1 3 min 

• 90% Ethanol 2 3 min 

• • 80% Ethanol 1 3 min ' 

• 80% Ethanol 2 3min 

• 70% Ethanol \ 3 min 
■• 70% Ethanol 2 3 min 

1 x mit Tris/NaCI waschen 

kochen: 300 ml dest. H 2 0 in den Schnellkbchtopf 

Citronensaure (pH5,5) in den Einsatz fullen, Objekttrager 
(OT) 5 min kochen 

1 5 min blocken mit BSA/PBS, 1 50pl pro OT 

1 x mit Tris/NaCI waschen 

1 .Antikorper, 150ul pro OT, 2,5h in feuchter Kammer im Brutschrank 
inkubieren, 
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3 x mit Tris/NaCI waschen 

2.Antik6rper, 150^1 pro OTj 45 min in feuchter Kammer bei RT inku- 
bieren 

3 x mit Tris/NaCI waschen 

10 min in PBS stehen lassen • 

1 0 min DAB,. 1 50p\ pro OT , 
3 x mit H 2 0 waschen, dann 1 x .mit dest! H2O waschen 
5 min mit Hamalaun farben 
1 0-1 5 min flieSend wassern 

mit dest. H 2 0 waschen ( 
mit Glyceringelatine eindeckeln 

Farbungen auf Tumor-Geweben 

Tumorgewebe warden gefarbt, urn beurteilen zu konnen, auf wie vielen * • 
. Karzinomen die zu untersuchenden Antikorper erne Reaktion zeigen. 



PM-2 

Farbungen auf Normalgewebe 
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Farbungen auf Tumorgewebe 
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CeH-Death-ELISA PLUS f Firma Roche. Mannheim) 

Das AusmaS der Apoptoseinduktion durch den Antikorper CM-1 wurde mit 
Hilfe des Cell Death Detection ELISA p,MS analysiert. Dieser Test basiert auf 
dem Prinzip eines quantitativen Sandwich-Enzym-lmmurioassays, bei dem 
Peroxidase-konjugierte murine monoklonale Antikorper eingesetzt werden, 
die gegen Histon- bzw. ONA-Komponenten gerichtet sind. Nach £nzymati- 
scher Umsetzung eines farblosen Substrates kann dann anhand der 
Farbintensitat des Reaktionsproduktes die Menge der vorhandenen Nu- . 
kleosomen und damit die relative Anzahl apoptotischer Zellen photdme- 
trisch bestimmt werden. 

Hierzu werden 100 jxl einer.Zellsuspension (1.0 x 10 5 /ml) cjer yerschiede- 
nen Zell-Linien mit 100 jal derunverdOnnten bzw. 1:1. verddnnten Antikor- 
peruberstande in einer 96-WelI~PIatte fur 24h im Brutschrank bei 37 °C 
und 7% C0 2 inkubiert. Nach Ablauf der Inkubationszeit werden die Zellen 
10 min lang bei 200 g zentrifugiert, der Oberstand abgesaugt und 200 pj 
Lysispuffer hinzugegeben, wodurch in den folgenden 30 min bei Raum- 
temperatur die Lyse der Zellen erfolgt. Nach erneutem Zentrifugieren wer- 
den jeweils 20 jal des Oberstandes in Streptavidin-beschichtete Mikrotiter- 
platten ubertrageri und dann 80 jil des immunoreageiltes (1/20 Anti-DNA- 




POD, 1/20 Anti-Histon Biotin, 18/20 Inmkubationspuffer) hinzupipettiert. 
Zusatzlich wird eine im Testkit enthaltene Positivkontrolle und ein Blank- 
Ansatz mitgefuhrt. Nachdem die Platten 2 Stunden lang bei ca. 250 rpm 
durchmischt worden sind, wird nach dreimaligem Waschen mit Inkub.ati- 
onspuffer (250 fil) 100 p.I der ABTS-Losung (1 ABTS-Tablette in 5ml Sub- 
stratpuffer) In jedes Well pipettiert. Nach erneutem Durchmischen spiegelt 
sich danh die Intensitat der ahtikSrperinduzierten Apoptose in einem inten- 
siven grOnen Farbniederschlag wider. Die Farbintensitat wurde mit Hilfe 
eines ELISA^Readers bei X = 415 nm gegen die Referenzwellenlangevon 
490. nm vermessen und daraus die Intensitat der. antikorperinduzierten 
Apoptose errechnet. 



CellDeathELISA 

Antik6rper PM-2 
Zell-Linie: BXPC-3 
Inkubationszeit: 24h 
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Negativkontrolle (RPMI 1460-Medium) 
6,12 jj,g/ml Antikorperuberstand 



Nach 24 stundiger Inkubation zeigte der untersuchte Antikorper PM-2 im 
Vergleich zu den Negativkontrollen eine ausgepragte Apoptose-Indikation, 
wobei der Effekt bei PM-2 den der Negativkontrolle Urn das 1,46 uberstieg. 




MTT-Test 

- Zellen trypsinisieren und in 10 m! RPMI-VoIImedium (RPMI-1640, 10% 
FCS, 1% Glutamin, 1% Penicillin/Streptomycin) resuspendieren 

- Zellen zahlen und auf 1xl0 6 Zellen pro ml verdunnen 

in eine 96-WeII-Platte 50 pj Zellsuspension pro Well pipettieren, (erste 
Reihe freilassenl), d.h. pro Well liegt eine Zellzahl von 5x1 0 4 Zellen vor 
pro Well 50 jj! Antikorper (verschiedene Verdunnungen in Vollmedium) 
hinzufugen 5 

- ' 96-Well-Platte 24 h bzw. 48 K im Brutschrank inkubieren * 

50 MTT-L6sung in jedes Well pipettieren 
Platte 20 min im Brutschrank inkubieren 

- „ Platte anschlieliend 10 min bei 2800 rpm zentrifugieren und den Ober- 

stand absaugen 

1 50' pi DMSO pro Well hinzufugen und das Zellpellet resuspendieren 

- Absorption bei einer Wellenlange von 540 nm und 690 nm im ELISA- ■ 
Reader bestimmen. 1 

MTT: 3-(4.5-dimethylthiazol-2-yl) -2,5-diphenyltetrazolium (SIGMA), 
5mg/ml in PBS losen.. ' 
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MTT-Test 

! 

Antik5rper PM-2 

Zell-Linie: BXPC-3 (Pankreas-Karzinom) 
Inkubationszeit: 24h 
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Antikorper: PM-2 

Zell-Linie: BXPC-3 (Pankreas-Karzinom) 
Inkubationszeit: 48h 
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<110> Prof, Dr. Miiller-Hermelink, Hans Konrad 
Prof. Dr. Vollmers, H. Peter 

<120> Humaner monoklonaler Antikorper 

<141> 2002-05-13 

■ 

<211>321 . 



• 



<212>DNA 
<213> Homo sapiens 

i 

<220> Sequenz der variablen Region der schweren Kette (V H ) des Antikorpers PM-2 (Klon 10/89-89) 
<221> V-Region 
222> (l)...(321l 

<400> ' ' 



ggg tec ctg aga etc tec tgt gca gee tct gga ttc ace ttt age age tat gee atg age ; 60 

Gly Ser Leu Arg Leu Ser* Cys Ala Ala Sfer ,Gly Phe Thr Phe Ser Ser ^Tyr Ala Met. Ser 
1 . * 5 10 . • 15 ' , 20 



tgg- gtc cgc cag get ,cca ggg aag ggg'ctg gag tgg gtc tea get att agt ggt agt ggt 
Trp val Arg Gin Ala Pro- Gly Lys Gly Leu Glu Trp val Ser Ala lie Aer Gly Ser Gly . 

25 30 .35 40 




120 



ggt agt aca tac tac gca gac tec gtg aag ggc egg ttc ace ate tec aga gac aat tec 180 

Gly Ser Thr Tyr Tyr Ala Asp Ser Val Lys Gly Arg Phe Thr lie Ser Arg Asp Asn Ser 

45 ' 50 55 60- 

' ' ! - 

aag aac acg ctg , tat ctg caa atg aac age ctg aga gee gag gac acg gee gta tat tac 24 0 

Lys Asn Thr Leu Tyr Leu Gin Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp. Thr Ala Val Tyr Tyr 

65 70 75 80 

tgt gcg aaa ggt ggg gee gaa ggc tgg tac gag tac tac tac tac tac ggt atg gac gtc. 3 00 

Cys Ala Lys Gly Gly Ala Glu Gly Trp Tyr Glu Tyr Tyr Tyr Tyr Tyr Gly Met Asp Val 

85 90 95 100 

tgg ggc caa ggg ace ctg gtc m 321 
Trp Gly Gin Gly Thr Leu Val 

105 ■ 



<110> Prof. Dr. Muller-Hermelink, Hans Konrad 
Prof. Dr. Vollmers, H. Peter 

<120> Humaner monoklonaler Antikorper 

<141> 2002-05-13 

<211>348 ' 
<212> DNA 

<213> Homo sapiens /• 

<220> Sequenz der variablen Region der leichten Kette (V L ) des Antikdrpers PM-2 
(Klon 10/89-89) - 

<221> V-Region ' 

2> (1)...(348) 5 . 

<400> , ' ' •* . 

cag tct gcc ct^ act cag cct get tec etc tct. gca tct cct gga gca tea gcc agt etc 60 
Gin Sex Ala Leu Thr Gin Pro Ala Ser Leu Ser Ala Ser Pro Gly Ala Ser Ala' Ser Leu 
1 5 10 15 20 




acc tgc ace ttg cgc agt g£c ate aat gtt ggt acc tac agg ata tab tgg tac cag cag 
Thr Cys Thr Leu Arg Ser Gly- lie Asn Val Gly Thr Tyr Arg lie Tyr Trp Tyr Gin Gin > 
25 30 ■ 35 ^ 40 




tct gga gtc cere age egb ttc tct gga , tec aaa gat get teg gcc aat gca ggg att 
Ser Gly Val Pro .Ser Arg Phe Ser Gly Ser. Lys Asp Ala Ser Ala Asn Ala Gly *Ile 
65 " 70 .75 80 

tta etc ate tct ggg etc cag tct gag gat gag t get gac tat tac tgt atg att tgg cac 
Leu Leu lie Ser Gly Leu Gin Ser Glu Asp Glu Ala Asp Tyr Tyr Cys Met lie Trp His 
85 90 95 100 
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aag cca ggg agt cct ccc cag tat etc ctg agg tac aaa tea gac tea gat aag cag aag 180 
Lys Pro Gly Ser Pro Pro Gin Tyr Leu Leu Arg' Tyr Lys Ser . Asp Ser Asp Lys Gin Lys 
45 50 ... 55 ^ ~ 60 
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300 



age age get tgg gtg ttc ggc gga ggg acc aag ctg acc gtc eta ggt 34 8 

Ser Ser Ala Trp Val Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Thr Val Leu Gly 
105 . no 115 



1 . Humaner monoklonaler Antikorper mit schweren und leichten Ketten- 
molekuien, die jeweils einen von Antikorper zu Antikorper konstant und 
einen von Antikorper zu Antikorper variabel aufgebauten Bereich auf- 
weisen, oder funktionelles Fragment davon, 
dadurch gekennzeichnet, daft 

wenigstens eine variable Region der leichten Ketten substanziell 
jeweils die in Anlage 2 und/pder der schweren Ketten substanziell 
jeweils die in Anlage 1 wiedergegebene Aminosaure-Sequenz 
aufweist 

V - 

( . ' . ■ 

2. Verf ahren zur Herstellung des humanen monoklonalen Antikorpers 
pder eines Fragmentes davon nach Anspruch 1 mittels der Hybridoma- 
Technik, ' 

. dadurch gekennzeichnet, daft 
- . die Hybridom-Zellen durch Fusion 1 

- der Heteromyelomzellen HAB-1 sowie deren Subklone 
mit B-Lymphozyten gewonnen werden, 

.* - welche aus einem lymphafischen Organ, vorzugsweise der 
Milz oder Lymphknoten, eines Karzinom-Patienten ent- 
nommen sind. # 

3. Verfahren zur Herstellung des humanen monoklonalen Antikorpers 
oder eines Fragmentes davon nach Anspruch 2, dadurch gekenn- 
zeichnet, daft 

die B-Lymphozyten einem Patient mit 

- .einem Karzinom des Magen, Dickdarm, Lunge, BaUchspei- 
cheldruse, Speiserohre, Prostata, Brust 

entnommen sind. 



4. Verfehren zur Herstellung des humanen monoklonalen Antikorpers 
Oder eines Fragmentes davon nach Anspruch 1., dadurch gekenn- 
zeichnet, da(i 

er/es mittels der Rekombinanten-Methode hergestellt wird. 

5. Verfahren zur Herstellung des humanen monoklonalen AntikSrpers 
oder eines Fragmentes davon nach Anspruch 1 /dadurch gekenn- 
zeichnet, dali 

- er/es mittels- der Gentechnologie hergestellt wird, 

unter Anwendung von Phagenbanken (phage display- 
Methode). 

6. Humaner monoklonaler Antikorper oder funktionelles Fragment* davon 
nach einem der Anspruche 1 - 5, dadurch gekennzeichnet, daB 

der Aufbau der konstanten Region der schweren Ketten dem von 
Immunglobulin M oder G (JgM oder IgG) entspricht 

7. Humaner monoklonaler Antikorper oder funktionelles /Fragment davon 
nach einem der Anspruche i - 6, dadurch gekennzeichnet, daft 

das genannte funktionelle Fragment einer dier Gruppen 

- V L 

- V„ 

- ( Fv 

- Fc 

- Fab 

- Fab 1 

- F(ab l ) 2 
angehort. 

i. Humaner monoklonaler Antikorper oder funktionelles Fragment davon 
nach einem der Anspruche 1 - 7, dadurch gekennzeichnet, dali . 



einzelne Aminosaure-Gruppen 
substituiert, * 
und/oder hinzugefugt, 
und/oder entfernt 
sind. 

9. Humaner monoklonaler Antikorper oder funktionelles Fragment davon 
nach einem der Anspruche 1-8, dadurch gekennzeichnet, daB 

eine erste Substanz angekoppelt ist,. insbesondere 

eine radioaktive Substanz, 
- ■ und/oder ein Farbstoff, 

und/oder ein Erizym, 
- . u'nd/oder ein Immunotoxin, 
-. und/oder ein Wachstumshemmen 

10. Humaner monoklonaler Antikorper oder funktionelles Fragment davpn 
nach einem der AnsprQche 1 - 9, dadurch gekennzeichnet, dali 

- . eine zweite Substanz angekoppelt ist, insbesondere 
zum qualitativen oder quantitativen Nachweis, 
zur Verringerung der Proliferation, 
zur Erzeugung der Apoptose 
zur Vermeidung von Metastasehbildung < 
von Tumorzellen. 

1 1 . Verwendung des monoklonalen Antikorpers oder eines funktionellen 
Fragmentes davon nach einem der vorangehenden Anspruche zur Be« 
kampfung von Tumoren, dadurch gekennzeichnet, dali es/er 

zur Diagnose - 
und/oder zur Prophylaxe 
- . und/oder zur Therapie 

insbesondere folgender Tumore eingesetzt wird: 



- . Karzinom des Dickdarm, der BauchspeicheldrQse, der Prosta- 
ta, der Gebarmutter, der Eileiter, der Nebenniere und/oder der 
Lunge, 

- Plattenepithelkarzinom der Speiserohre oder der Lunge 
Magen-Karzinom 
duktales Karzinom der Brust. 

i 

12. Arzneimittel, dadurch gekennzeichnet, dali 

desisen Wirkstoff den genannten monoklonalen Antikorper oder 
funktionelle Fragmente davbn enthalt. 



13. Diagnostikum, dadurch gekennzeichnet, daS 

dessen Wirkstoff den genannten monoklonalen ^Antikorper oder 
funktionelle. Fragmente. davon enthalt; . 
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. Zusammenfassuna 
5 HUMANER MONOKLONALER ANTIKORPER 

Beschrieben wird ein humaner monoklonaler Antikorper mitschweren und 
lelchten Kettenmolekulen, die jeweils einen von Antikorper zu Antikorper 

10 konstant und einen von Antikorper zu Antikorper variabel aufgebauten Be- 

reich besitzen. Erfindungsgema.fi ist vorgesehen, dafi wenigstens eine 
variable Region der leichten und/oder der schweren Ketten substanziell 
jeweils die in Anlage 1 wiedergegebene Anpinosaurte-Sequenz aufweist. 
Desweiteren sieht die Erfindung Verfahren zur Herstellung des Antikorpers 

15 vor, die Verweridung des Antikorpers zur Bekampfung von Tumoren, und 

ein Arzneimittel und Diagnostikum, welche deh Antikorper enthalten. 
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